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(57) Abstract 

The invention relates to a method for producing a subunit vaccine against canine parvovirus 
(CPV) and other related viruses (FPLV and MEV). The method is comprised of a first step to obtain 
a recombinant protein VP2 of CPV using the replication of a recombinant baculovirus, wherein the 
gene corresponding to the VP2 had been previously introduced in cells of a permissive host The 
protein VP2 obtained in this invention has the capacity of forming empty chimeric capsides with 
high immunogenicity so that they can be formulated into vaccines for protecting animals against in- 
fection caused by CPV, FPLV and MEV. Additionnaly they may be chemically or genetically 
engineered in order to incorporate epitopes corresponding to other viral proteins and they may be 
used in the formulation of polyvalent vaccines. The recombinant baculovirus AcMNPVpCPVExl7 
expresses the protein VP2 of the virus CPV in conditions which enable it to form pseudo-viral cap- 
sides and has been deposited at the ECACC. Said vaccine finds application in the veterinary field. 

(57) Resumen 

Procedimiento para la produccion de una vacuna subunidad contra Parvovirus canino (CPV) 
y otros virus relacionados (FPLVy MEV). EI procedimiento comprende en una primera etapa obte- 
ner una proteina recombinants: VP2 de CPV utilizando la replication de un baculovirus recombi- 
nante, donde has sido previamente insertado el gen correspondiente a la VP2, en celulas de un 
huesped permisivo. La proteina VP2 obtenida en esta invention tiene la capacidad de formar capsi- 
das quimericas vatias con alto poder inmunogenico por lo que pueden ser formuladas en vacunas para proteger animales de la 
infecoon causada por CPV, FPLV y MEV. Adicionalmente pueden manipularse quimica o geneticamentl : pari f inc^rar epito- 
a° S »St I 25? P ^™ ° traS protem ? s vira,es y «ili»ne « la formulatidn de vacunas polivalentes. EI baculovirus recombinante 
AcMNPV.pCPVEx ITexpresa la VP2 de CPV en condicioncs que la posibilitan para forrnar capsidas pseudo-virales y to So £ 
positado en la ECACC. Estas vacunas tienen aplicacion en Veterinaria. ™ 
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PROCEDIHIENTO PARA LA PRODUCTION DE UNA VACUNA SUBUNIDAD 
CONTRA EL PARVOVIRUS CANINO Y OTROS VIRUS RELACIONADOS 

CAMPO DE LA INVENCION 

5 

La presente invencifin se refiere en general a proteinas 
virales y a ensayos y vacunas que las utilizan, y en 
particular a una proteina relacionada con el antlgeno 
mayor! tario (VP2) de la capsida del Parvovirus canino 

10 (CPV). Dicha proteina se ha producido en un sistema de 
expresi6n de baculovirus multiplicados en un cultivo de 
c^lulas de un hu6sped permisivo. La proteina obtenida 
segun esta invenci6n tiene la peculiar caracteristica de 
formar capsidas quimericas vacias que pueden ser 

15 utilizadas en la formulaci6n de vacunas. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

El Parvovirus canino (CPV) es un miembro de los parvovirus 
20 autSnomos, causa enteritis severa en perros de todas las 
edades y miocarditis en cachorros de menos de 12 semanas 
de edad. El CPV, se aisl6 por primera vez en 1978 (Burtonboy, 
G. etal.Arch. VtroL 61:1-11, 1979; Appel et al, Vet Rec 105. 156-179, 1979) . Se cree 
que ha surgido como una variante natural del virus de la 
25 panleukopenia felina (FPLV) o del virus de la enteritis de 
vis6n (MEV). La infecci6n producida por CPV se controls 
utilizando vacunas convencionales a base de virus vivo o 
inactivado. Sin embargo, dado que los perros son vacunadbs 
antes del embarazo, los anticuerpos maternales pueden 
30 bloquear la replica ci6n de las vacunas vivas atenuadas. 
Los parvovirus aut6nomos constituyen un buen sistema para 
la producci6n de vacunas subunidad recombinantes por 
varias razones, entre otras: 



35 
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1. Simplicidad estructural de las proteinas de la 
capsida (no requieren glicosilacion, fosforilaci6n o 
acetilacion) . 

5 2. La respuesta humoral parece controlar adecuadamente 
la diseminacion del virus dada la relativa eficacia 
de las vacunas inactivadas. 

Estudios sobre las secuencias de proteina y de DNA y 
10 estudios seroldgicos muestran una gran homologia 
antigenica y genetica entre CPV, FPLV, MEV y el Parvovirus 
de mapache ( Tratsckm et al, J. Gen Virol 61:33-41, 1982. Caisson et al, J. Virol, 55, 574- 
582, 1985. Parish et al., Arch. Virol 72, 267-278, 1982. Reed et al, J. Virol 62:266-276, 1988 ) . A 
pesar de esta homologia presentan una exquisita 
15 especificidad del hu6sped *in vivo", aunque "in vitro" todos los 
virus se replican en c#lulas de rinfin de gato (Appeletal, Vet 
Rec. 105, 156-179, 1979. Trastschin, etal,J. Gen. Virol, 61:33-41, 1982) . La capsida de 
CPV contiene dos proteinas cuyas secuencias de aminoacidos 
se solapan ampliamente, VP1 (82-84 KDa) y VP2 (67-70 KDa) 

20 (Paradiso etalJ. Gen. Vtrol 39, 800-807, 1982. Surleraux et al Arch Virol, 82, 233-240, 1984. J. 
Gen. Virol 62, 113-125, 1982. Surleraux et al, Arch. Virol 82, 233-240, 1984). La capsida 
de los parvovirus tiene 22 nm de diametro y contiene 
alrededor de 10 copias de VP1 y unas 60 copias de VP 2 
[Wobble etaL, Biochemistry 23, 6565-6569, 1984) , que pueden estar dispuestas 

25 como homo- y heterodimeros (Paradiso, J. Virol, 46, 94-102, 1983) , aunque 
la estructura precisa de la capsida es desconocida. En 
capsidas llenas (conteniendo DNA) , la VP2 se rompe 
preferencialmente por digesti6n proteolitica en VP3 de 63- 
6 7 KDa (Paradiso et al, J. Gen. Virol 39, 800-807, 1982. Surieaux et al Arch. Virol., 82, 233- 

30 240,1984), despu^s del ensamblaje de la capsida (Paradiso, J. Virol. 
39, 800-807, 1981) . 

Durante los ultimos anos, nuestro laboratorio ha 
investigado la inmunogenicidad de diferentes fragmentos de 
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20 



las protelnas que componen la capsida viral del CPV, y 
como consecuencia de ello se han descrito nuevas vacunas 
de origen recombinants basadas en la proteina VP2 y en 
fragmentos de VP2 y VP1. Estos hallazgos se resumen en la 
solicitud de patente espanola n» 9002074 por: "PRODUCCION 
DE VACUNAS DE PARVOVIRUS CANINO POR EXPRESION DE 
POLIPEPTIDOS VIRALES EN Rcoli 0 POR SINTESIS QUIMICA" , en la 
que figuran como inventores J. I. Casal y otros. 

Dicha solicitud de patente se relaciona con la expresi6n 
de dichos productos en sistemas bacterianos de Exoli. 



Sin embargo, recientemente se han descrito nuevos sistemas 
para la producci6n de protelnas a gran escala basandose en 
15 la replicaci6n de baculovirus recombinantes derivados del 
virus de la polihedrosis nuclear de Autogmpho califomica (AcMNPV) 
en celulas de insecto en cultivo. El estado de la tecnica 
con respecto a estos sistemas se resume en dos artlculos 
cientlficos que son los siguientes: 



2. 



25 



30 



35 



LucKow, V^.&Summeni,MJ). (1988). Trends in the development of 'baculovirus expression 
vectors. Bio/Technology 6, 47-55. 

J. Vialard et al (1990). Sinthesis of the membrane fitsion and Hemagglutinin Proteins of 

Measles vims, using a novel baculovirus vector containing the fi-galactosidase gene. J; Vml. 

64. 37-50. 

Adicionalmente, en la solicitud de Patente Europea ns 
0 341 611 a nombre de Cornell Research Foundation, Inc. y 
Boyce Thompson Institute for Plant Research, inc., se 
describe la obtenci6n de vacunas subunidad contra CPV 
utilizando un sistema de expresi6n en baculovirus distinto 
al utilizado en la presente invenci6n y ademas en dicha 
solicitud de Patente Europea no se menciona que las 
protelnas obtenidas tengan capacidad para formar capsidas 
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quimericas vacias, lo cual constituye una diferencia 
fundamental con la presente invenci6n ya que la proteina 
VP2 obtenida segun nuestra invenci6n tiene capacidad de 
f ormar capsidas quimericas vaclas . Conto consecuencia de lo 
5 anterior tienen una capacidad inmunogenica y 
hemaglutinante claramente superior como se demostrarfi en 
la descripci6n que sigue. Esta capacidad agregante de la 
proteina VP2 obtenida segun nuestra invenci6n tiene la 
ventaja adicional de que pueden introducirse en dichas 
10 capsidas epitopos correspondientes a otras proteinas 
virales mediante manipulacion genetica de los baculovirus 
recombinantes , o por manipulacidn quimica de las propias 
capsidas . 

15 La sintesis de la proteina VP2 en un sistema de 
baculovirus posee ventajas notables sobre la sintesis en 
Exoli tales como, mayor fidelidad en cuanto a identidad de 
la proteina obtenida, mayor solubilidad del producto 
obtenido, no resulta necesario el empleo de proteinas de 

20 fusi6n, etc. Estos factores constituyen claramente un 
adelanto y una mejora en procedimientos para la obtencifin 
de vacunas subunidad recombinantes respecto a 
procedimientos anteriores . 

25 COMPENDIO DE LA INVEHCION 

La presente invenci6n proporciona un procedimiento nuevo 
para la produccidn de una vacuna subunidad de origen 
recombinante para la protecci6n de perros contra CPV r de 
30 gatos contra PPLV y de visones contra MEV. La nueva 
vacuna asi producida puede contener: 

i) la proteina VP2 de CPV producida en un sistema de 
expresi6n de baculovirus multiplicados en un cultivo 
35 de cSlulas de un hu§sped permisivo, (en adelante, 
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para referirnos a esta protelna utilizaremos, 
opcionalmente la expresi6n "VP 2 de la invenci6n"); o 

ii) capsidas quimericas vacias formadas por el ensamblaje 
5 de la VP2 de la invenci6n. 

La protelna VP2 de la invencidn tiene la caracteristica 
peculiar de formar capsidas quimericas vacias, que 
opcionalmente podrian incorporar epltopos correspondientes 
10 a otras proteinas virales mediante manipulaci6n gen6tica 
de los baculovirus recombinantes , o manipulaci6n quimica 
de las propias capsidas. 

Por consiguiente, la presente invenci6n tiene por objeto 
15 un nuevo procedimiento para la obtenci6n de nuevas vacunas 
subunidad, mejoradas, capaces de proteger perros, gatos y 
visones contra las infecciones causadas por CPV, FPLV y 
MEV respectivamente . Como se ha mencionado antes dichas 
vacunas pueden contener bien la protelna VP2 de la 
20 invencifin o bien capsidas quimericas vaclas formadas por 
dicha protelna VP2 de la invencidn ya que dichas capsidas 
vaclas tienen una alta actividad hemaglutinante y un alto 
poder inraunogenico, superiores a las de otras proteinas 
recombinantes de estos virus producidas anteriormente en 
25 cualquier otro sistema. Las nuevas vacunas proporcionadas 
por esta invencifin y que constituyen un objeto de la misma 
pueden contener bien dichas capsidas vaclas junto con un 
diluyente inmunoldgicamente aceptable, con o sin 
adyuvante, bien la protelna VP2 de la invenci6ri junto con 
30 un diluyente y un adyuvante. 

Dado que dichas capsidas quimericas pueden ser manipuladas 
quimica o genSticamente para introducir en ellas epitopos 
correspondientes a otros peptidos o proteinas virales no 
35 relacionadas, el empleo de dichas capsidas tanto para 
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fines vacunales contra CPV, FPLV y MEV como el empleo de 
dichas capsidas modif icadas para incorporar otros epitopos 
y constituir de este modo una vacuna polivalente tambien 
constituyen objetos adicionales de esta invenci6n. 

5 

La protelna VP2 obtenida segun la invenci6n y las capsidas 
quimericas que puede fonnar pueden ser utiles en 
diagn6stico para detectar la presencia de anticuerpos 
especificos del CPV o para inducir anticuerpos 
10 policlonales o monoclonales capaces de detectar el CPV. 
El empleo de la protelna VP2 de la invenci6n y de las 
capsidas quimericas que puede formar para los fines arriba 
indicados tambien constituyen otro objeto de la presente 
invenci6n . 

15 

Otro objeto adicional de esta invenci6n lo constituye un 
baculovirus recombinante , y su procedimiento de obtenci6n, 
capaz de producir una protelna recombinante VP2 de CPV 
identica a la de origen viral como se ha demostrado 

20 mediante ensayos de reactividad antigenica y otros ensayos 
de funcionalidad biol6gica. El baculovirus recombinante 
se ha denominado AcMNPV. pCPVExl 7 y ha sido depositado el 
2.3.91 en la European Collection of Animal Cell Cultures, 
(ECACC) en Porton Down, Salisbury, Whiltshire SP4 OJG 

25 (Gran Bretana) con el ns de accesi6n V91030212. 

Un objeto adicional de la invenci6n lo constituye el nuevo 
vector de transferencia en baculovirus (pCPVExl7) que 
contiene la secuencia de acidos nucleicos que codifican 
30 para la VP2 de la invencion. Este nuevo vector mediante 
un procedimiento conocido como recombinaci6n hom61oga con 
la cepa salvaje del AcMNPV da lugar al citado baculovirus 
recombinante AcMNPV . pCPVExl 7 . 

35 Esta invenci6n tambien proporciona la secuencia de acidos 
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nucleicos que codif ica para la proteina VP2 obtenida segun 
la invenci6n ( figura 1 ) . 

Las capsidas quimiricas vaclas de CPV formadas por 
5 autoensamblaje de las proteinas VP2 recombinantes de CPV 
tambi6n constituyen un objeto adicional de esta invenci6n. 

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

10 La f igura 1 muestra la secuencia de nucle6tidos que 
codifica para la VP2 de la invencidn asl como su secuencia 
de aminoacidos. La secuencia de nuclefitidos esta indicada 

en la direccidn 5' *3' de izquierda a derecha. Los 

aminoacidos se han designado segun el c6digo de tres 

15 letras generalmente aceptado. 

La figura 2 muestra la construcci6n del vector de 
trans ferencia pCPVExl7 indicando las manipulaciones 
adecuadas para la inserci6n del gen de VP2 de CPV en el 
20 plasmido pJVPlOZ. 

La figura 3 muestra la presencia de capsidas quimiricas 
vacias formadas por agregaci6n de la proteina VP2 de la 
invencion, tal y como se observa al microscopio 
25 electr6nico. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

La invenci6n proporciona un procedimiento nuevo para la 
30 obtenci6n de una vacuna subunidad de origen recombinante 
adecuada para la protecci6n contra inf ecciones causadas 
por el Parvovirus canino o virus relacibnados tales como 
FPLV y MEV. La nueva vacuna puede contener la proteina 
recombinante VP2 del CPV producida en un sistema de 
. 35 expresi6n de baculovirus multiplicados en. un cultivo de 
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celulas de lepid6ptero u otro huesped permisivo, o 
capsidas quimericas formadas por agregaci6n de dicha VP2 
recombinante . 

5 La invenci6n tambien proporciona un baculovirus 
recombinante capaz de expresar La VP2 de CPV cuando se 
inocula en un huisped permisivo, asi como el procedimiento 
de obtenci6n de dicho baculovirus recombinante. 
La obtenci6n del baculovirus recombinante comprende 
10 basicamente las etapas de: 

a) Preparaci6n del gen que codifica para la proteina 
VP 2 del CPV; 

b) inserci6n del gen de VP2 en un vector de 
15 trans ferencia de baculovirus; 

c) transfecci6n de celulas huesped permisivas con el 
citado vector de trans ferencia de baculovirus que 
lleva inserto el gen de la VP2; y 

d) selecci6n del baculovirus recombinante que expresa 
20 la proteina VP2 del CPV. 

Adicionalmente se ef ectua la caracterizaci6n del 
baculovirus recombinante obtenido asi como la 
caracterizaci6n de las proteinas y capsidas producidas . 



25 



Estas etapas se describiran con detalle posteriormente . 



En una realizaci6n preferida, el gen que codifica para la 
proteina VP2 de CPV se prepara de acuerdo con el protocolo 

30 descrito en la solicitud de patente espafiola n2 9002074 
anteriormente citada y se inserta en el sitio Nhel del 
plasmido pJVPlOZ derivado del AcMNPV/ con lo que se 
obtiene un vector de transferencia de baculovirus. En 
nuestra invenci6n el vector denominado pCPVExl7 demostr6 

35 tener el DNA de CPV en la orientacidn correcta para su 
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expresi6n por el promotor de la polihedrina del virus 
AcMNPV . 

El vector pCPVExl7 se utilizfi para cotransfectar, junto 
5 con el DNA de la cepa Bilvestre del virus AcMNPV, 

c^lulas huesped permisivas . Entre estas celulas se pueden 
citar celulas de lepid6pteros o sub larvas. En una 
realizaci6n preferida de esta invenci6n se transfectaron 
c§lulas SpodoptemJmffperda(S.ftugipenla), generalmente de la cepa 
10 Sf9, con pCPVExl7, aunque resulta obvio suponer que se 
podrian obtener resultados semejantes transfectando otras 
c£lulas permisivas para la replicaci6n del baculovirus 
recombinant© . 

15 Efectuada la trans fecci6n se seleccionaron los baculovirus 
recombinantes tras retirada y titulaci6n de los 
sobrenadantes producidos en monocapas confluentes de 
c^lulas 5". frugtparda . Las placas azules que no contenian 
evidencia de la polihedrina viral por micros copia 6ptica 

20 se recogieron y retitularon sobre c^lulas S.ftugiperda para 
obtener los baculovirus recombinantes. El baculovirus 
recombinant© denominado AcMNPV. pCPVExl 7 es capaz de 
expresar la proteina recombinante VP2 de CPV (VP 2 de la 
invenci6n) y se ha depositado en la ECACC con el ns de 

25 accesion V91030212. 

Mediante un ensayo de "Dot Blot" s© comprob6 que el gen de 
la VP2 se habia integrado correctamente en el genoma del 
baculovirus recombinante citado. 

30 

Las proteinas expresadas por las cSlulas S. frugperda 
infectadas con el baculovirus recombinante se analizaron 
por electroforesis en geles de gradiente del 8% al 15% de 
SDS-poliacrilamida y se tineron con azul de Coomasie 
35 observandose la presencia mayoritaria de una proteina con 
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un peso molecular aparente de 67 KDa, equivalente al de la 
VP 2 viral en el carril correspondiente al virus 
recombinante. Pruebas de inmunodeteccidn demostraron que 
los antisueros policlonales anti-CPV reaccionaban con la 
5 VP2 expresada por el baculovirus recombinante. Asimismo 
se comprob6 que anticuerpos monoclonales neutralizantes 
reconocian tambien la VP2 recombinante. En base a estos 
resultados se puede afirmar que la VP2 de la invenci6n 
expresada por el baculovirus recombinante en ceUulas de S. 
10 fm&perda es antigenicamente indistinguible de la VP2 de 
origen viral. 

La proteina VP2 obtenida segun el procedimiento antes 
descrito puede utilizarse con fines diagn6sticos para 

15 detectar la presencia de anticuerpos especlficos de CPV o 
para inducir anticuerpos policlonales o monoclonales 
capaces de detectar el CPV. Adicionalmente, pueden 
tambien utilizarse para inmunizar animales contra CPV y 
otros virus relacionados . Ensayos ELISA demostraron que 

20 sueros procedentes de animales inmunizados reconocian los 
antigenos virales mientras que ensayos de inhibici6n de 
hemaglutinacidn (IHA) demostraron que sueros de animales 
inmunizados con la proteina VP2 purificada obtenida segun 
la presente invencidn presentaban titulos de IHA iguales 

25 o superiores a los obtenidos con otras vacunas 
comercialmente disponibles, si bien en algunos casos la 
respuesta era mas rapida y/o considerablemente superior 
cuando se inmunizaban animales con la VP2 obtenida segun 
nuestro procedimiento (vease tabla I). 

30 

Adicionalmente se ha podido comprobar que la proteina VP2 
de la invenci6n expresada por el baculovirus recombinante 
AcMNPV.pCPVExl7 induce antisueros capaces de neutralizar 
el CPV y de proteger monocapas celulares hasta una 
35 diluci6n 1;2000 equivalente a sueros de animales 
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hiperinmunizados o recuperados de infecciones naturales . 

En base a los resultados obtenidos, la protelna VP2 
expresada por el sistema de baculovirus recombinante de la 
5 invenci6n puede ser utilizada para su formulacidn en 
vacunas al objeto de proteger animales contra la infecci6n 
causada por CPV y/o virus relacionados . Estas vacunas 
pueden ser tanto pasivas como activas. Una vacuna pasiva 
se podria obtener inmunizando animales con la VP2 

10 recombinante y purificada de la invenci6n y posteriormente 
aislando anticuerpos policlonales contra dicha VP2 que una 
vez purif icados pueden usarse en aplicaciones terapeuticas 
o prof ilacticas . Una vacuna activa puede prepararse 
resuspendiendo la VP2 de la invenci6n en un diluyente 

15 inmunol6gicamente aceptable mas un adyuvante. 

Anteriormente se ha mencionado que la protelna VP2 
obtenida segun el procedimiento de esta invenci6n tiene 
la peculiaridad de que puede agregarse, operando segfin 

20 nuestras condiciones f y formar capsidas quimericas vacias 
pseudo-virales de estructura regular y uniforme y con un 
tamano de 22 rim aproximadamente como se ha demos trado por 
microscopia electr6nica. Hasta la fecha nadie ha descrito 
la formaci6n de capsidas pseudo-virales, en Parvoviurs 

25 canino, "in vitro", usando exclusivamente su protelna VP2. 
Este hecho permite purificar fficilmente las proteinas VP2 
recombinantes obtenida s . Adicionalroente, las capsidas 
vacias formadas por el ensamblaje de la VP2 tienen una 
alta actividad hemaglutinante y un alto poder 

30 inmunogenico , superior al de otras proteinas recombinantes 
de CPV producidas anteriormente en otros sistemas. Por 
tanto, dichas capsidas pueden ser formuladas para su 
empleo en vacunas capaces de proteger animales contra la 
infecci6n causada por CPV y/o virus relacionados (PPLV, 

35 MEV) . En general, puede prepararse una vacuna activa 
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resuspendiendo dichas capsidas en un diluyente 
inmunoldgicamente aceptable con o sin adyuvante. Un 
aspecto importante de estas capsidas quimericas vacias, 
que puede resultar obvio para una persona experta en esta 
5 tecnologia, es que pueden ser manipuladas quimica o 
geneticamente para introducir epltopos correspondientes a 
proteinas de otros virus de cuya infeccidn se desea 
proteger, y actuar por tanto como una vacuna polivalente. 

10 Como diluyente inmunol6gicamente aceptable pueden 
utilizarse soluciones salinas con tamp6n de fosfato (PBS) 
u otras soluciones salinas similares. Como adyuvante 
pueden utilizarse suspensiones de geles de alumina u otros 
adyuvantes habitualmente utilizados en la formulaci6n de 

15 vacunas . 

DESCRIPCION DETALLADA DE UN MODO PREFERIDO DE REALIZACION 
DE LA INVENCION. (EJEMPLO) 

20 1. OBTENCION DE BACULOVIRDS RECOMBINANTES QUE EXPRESAN EL 
GEN DE LA VP2 DE CPV. 

1.1 . Preparaci6n del gen de la VP 2 

25 El aislamiento y clonaje del gen que codifica para la 
VP2, a partir del genoma del parvovirus canino ha sido 
descrito previamente con detalle en la solicitud de 
Patente espafiola anteriormente mencionada ns 9002074 . 
En dicha solicitud de patente se describe la 

30 construcci6n de un clon gen6mico que contiene una copia 
del genoma de CPV a partir de la cepa atenuada de CPV 
780916 (Cornell University) mediante un procedimiento 
que comprende la clonacidn del extremo 3 ' , la de la 
regi6n central y la del extremo 5' en tres plasmidos 
35 que posteriormente se digerieron con las enzimas de 
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restricci6n adecuadas para aislar los fragmentos del 
genoma de CPV que se aislaron y ligaron entre si. 
Posteriormente y para facilitar la expresi6n de los 
genes estructurales Be clon6 el gen en pUC18 de las 
5 proteinas estructurales y se obtuvo el plasmido pCPVl2. 

1«2. Inserci6n del gen de la VP2 en un vector de 
transf erencia de baculovirus . 

0 El vector plasmidico con sitio Nhel derivado de AcMNPV 
(plasmido pJVPIOZ, Vialard, J. et al, J. Vvol 6£ 37-50, 1990) fue una 
donaci6n del Dr. Cris Richardson (NRC. Quebec. CanadS) 
y fue usado para clonar el fragmento Xbal obtenido de 
PCPV12 tal como se describe en la Figura 2. Como puede 
5 verse en dicha figura, el fragmento HpaU del pCPV 12 
que contiene el gen que codifica para la VP2 de CPV se 
clon6 en el sitio AccI del vector pMTL24 f lanqueado por 
2 sitios Xbal, dando lugar al plasmido pCPV13. 
Posteriormente el fragmento Xbal de dicho plSsmido se 
) inserto en el sitio Nhel de pJPVlOZ. Los plasmidos 
obtenidos que contenlan insertado el gen de la VP2 
fueron purificados de acuerdo a la tecnica de la lisis 
alcalina (Bimboim & Doty. Nucleic Adds Res. Z 1513-1523. 1979) y 
caracterizados por mapeo con endonucleasas de 
restriccifin. El recombinante llamado pCPVExl7 demostr6 
tener el DNA de CPV en la orientaci6n correcta para su 
expresi6n por el promoter de la polihedrina del virus 
AcMNPV (Fig. 2) . 

1 • 3 . Transfecci6n v selecci6n de virus recombinantes 

Celulas de S.fiugiperda fueron transf ectadas con mezclas del 
DNA infeccioso purificado a partir de AcMNPV y DNA 
plasmidico procedente de pCPVExl7 de acuerdo al 



WO 92/17205 



PCI7ES92/00031 



14 

procedimiento descrito por Bunmd et al Virology 101. 286-290 (1980) . 
DNA de AcMNPV (IJJuq) purificado por el mStodo de Smith 
y Summers Virology 223. 393-406. 1983 , se mezclc- con dos cantidades 
diferentes del DNA plasmldico (1 y 5 jLq) y se llev6 a 
5 750 ^Ll con soluci6n salina tamponada con Hepes (25 mM 
Hepes, pH 7.1 f 140 mM NaCl y 125 mM CaCl 2 ) . La soluci6n 
de DNA se inocul6 sobre monocapas de 2 x 10 s c61ulas de 
S.frugiperda y se incub6 durante 4 h a tempera tura ambient e. 
Despues se retir6 el sobrenadante y se anadieron 5 ml 

10 de medio, conteniendo 10% suero fetal de ternera. Tras 
4 dias de incubaci6n, los sobrenadantes fueron 
recogidos y titulados en monocapas conf luentes de 
cSlulas S.fiugiperda . Para mejorar la deteccidn de las placas 
recombinantes, se anadi6 a la agarosa el indicador azul 

15 X-gal. Las placas azules que no contenian evidencia de 
cuerpos de oclusi6n (polihedrina viral) por microscopia 
6ptica fueron recogidas y retituladas sobre c£lulas 
S.frugiperda para obtener los virus recombinantes . Siguiendo 
un tercer plaqueo, se obtuvieron stocks de los virus 

20 recombinantes con alto tltulo (10 7 " 8 pfu/ml). 

El baculovirus recombinante fue llamado AcMNPV. pCPVExl 7 
y esta depositado en la European Collection of Animal 
Cell Culures (ECACC) con el ns de accesi6n V91030212. 



25 



2. ENSAYO DE DOT BLOT 



Para determinar si se habia integrado el gen de VP 2 en 
el genoma del baculovirus recombinante se realiz6 un 
30 ensayo "Dot Blot" segun el procedimiento siguiente. 

Para obtener DNA a partir del baculovirus recombinante, 
las c£lulas S.frugiperda fueron infectadas con dicho virus 
recombinante a una multiplicidad de infecci6n de 5 
35 PFD/c61ula y se incubaron a 27 °C durante 48 h. Las 
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c^lulas infectadas fueron recogidas, sonicadas y 
centrifugadas a 1000 rpm durante 10 min para elimiriar 
restos celulares. El sobrenadante fue utilizado como 
material de partida para los ensayos. 
5 Un volumen de 100 JJL1 se desnaturaliz6 con 10 Ul de 
NaOH 1M, se hirvi6 durante 5 min y se coloc6 
inmediatamente sobre hielo. La mezcla se neutralize con 
10 jlI de PC^ILNa 1M. Inmediatamente se anadi6 una 
soluci6n 20xSSC hasta obtener una concentracidn final 
10 6xSSC (SSC, soluci6n salina citrato) . 

La soluci6n fue transferida a un filtro de 
nitrocelulosa previamente humedecido con 6xSSC. Se lav6 
con mas 6xSSC y se sec6 a 37 °C durante 30 min. El DNA 

15 se fij6 al filtro de nitrocelulosa con luz U.V. durante 
2-3 min. Las membranas se hibridaron entonces con una 
sonda especifica de la regi6n de la VP2 marcada con 
F6sforo-32 a 37 °C durante la noche. Posteriormente se 
lav6 con sbluciones decrecientes de SSC y se auto- 

20 rradiograf io . 

Se observ-6 una f uerte senal de hibridaci6n s61o en el 
caso de los pocillos que contenian sobrenadantes 
procedentes de los cultivos infectados con virus 
25 recombinantes, indicando que el gen de la VP 2 se habla 
integrado dentro del genoma viral . 

3. ANALISIS DE PROTKINA E INMDNODETECCION 

10 Celulas S.fiugiperda fueron infectadas con el baculovirus 
recombinante a una multiplicidad de 5 PFU/celula e 
incubadas a 27 °C durante 48 h. Las cfilulas se 
recogieron por centrifugaci6n a 1000 rpm durante 10 
min, se lavaron dos veces con soluci6n salina tamponada 

5 con fosfato (PBS) pH 7.4 y se resuspendieron a lxl0 e 
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celulas/ml con buffer de lis is (5% dodecil sulfato 
sddico (SDS), 1% B-mercaptoetanol y 17,4% glicerol). 
Las muestras se cargaron en geles de gradiente del 8 al 
15% de SDS-poliacrilamida para electroforesis y se 
5 tiiieron con azul de Coomasie o se transfirieron a 
membranas de nitrocelulosa para la inmunodetecci6n . Por 
tincifin con azul de Coomasie se observ6 la presencia 
mayoritaria de una proteina con un peso molecular 
aparente de 67 KDa, equivalente al de la proteina VP2 
10 viral, en el carril correspondiente al virus 
recombinante . 



Para la inmunodeteccidn, las proteinas se transfirieron 
a membranas de nitrocelulosa segun tecnicas previamente 
15 descritas Bumette, Anal. Biochem. 112. 195-203, 1981. Towbin et al, Proc NaiLAcad. 

Set. USA 76. 4350-4354, 1979 . La transf erencia de proteinas se 
hizo en un aparato PhastSystem (Pharmacia). En general 
se utilizaron 25 mA/gel durante 10-15 minutos. Las 
tiras de nitrocelulosa se bloquearon con un 3% de leche 
20 en polvo desnatada en Tris HC1 20 mM pH 7.5, NaCl 500 
mM (TBS) durante 30 min a temperatura ambiente. A 
continuaci6n las tiras se incubaron durante una hora a 
temperatura ambiente con el primer antisuero anti-CPV 
(antisueros especificos o anticuerpos monoclonales ) , se 
25 lavaron con TBS-0.05% Tween-20 durante 30 min a 
temperatura ambiente y se incubaron con suero de cone jo 
anti-rat6n en el caso de utilizar como primer 
anticuerpo anticuerpos monoclonales murinos anti-CPV a 
una diluciSn 1:1000 durante una hora a temperatura 
30 ambiente o bien con inmunoglobulinas de cabra 
anticonejo raarcadas con biotina (1:1000) en el caso de 
usar antisueros de cone jo como l er anticuerpo. Las tiras 
se lavaron de nuevo y se dejaron reaccionar bien con 
proteina A, marcada con peroxidasa, a una diluci6n de 
35 1:1000 durante una hora a temperatura ambiente o bien 
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con estreptavidina-peroxidasa (1:2000) durante 30 min 
a temperatura ambiente. Despues de un lavado extenso, 
los filtros se revelaron con una solucion de TBS 
conteniendo 0.5 mg/ml de 4-cloro-l-naf tol (Sigma), 17% 
5 (v/v) de metanol y 0.015% de per6xido de hidr6geno en 

TBS hasta que aparecieron bandas visibles. La reacci6n 
se par6 tratando las tiras con agua destilada. 

En aquellos casos en los cuales las especificidades 
10 pudieron ser determinadas por analisis de inmunoblot, 
todos los antisueros policlonales anti-CPV reaccionaron 
con la protelna VP2 expresada en baculovirus. El 
aspecto mas importante es que todos los anticuerpos 
monoclonales neutralizantes que funcionan en este 
15 ensayo reconocen tambien la VP2 recombinante . Este 
ensayo demuestra que la protelna VP2 recombinante es 
antigenicamente indistinguible de la VP2 de origen 
viral . 

20 3.1 Purificaci6n de la protelna recombinante v de las 
capsidas 

Celulas de S.jmgiperda fueron infectadas con virus 
recombinante AcMNPV.pCPVExl7 a una multiplicidad de 

25 infecci6n de 5-10 PFU/celulas e incubadas a 27 °C 
durante 48-72 h. Las celulas se recogieron por 
centrifugaci6n a 1000 rpm durante 10 min, se lavaron 
dos veces con soluci6n salina tamponada con fosfato pH 
7.4 y se resuspendieron a 2 x 10' celulas/ml en buffer 

30 bicarbonato 25 mM, pH 9.5. Las celulas resuspendidas se 
rompen por sonicaci6n y se centrifugan a 10.000 rpm 
durante 10 min para eliminar restos celulares. El 
sobrenadante conteniendo la protelna VP 2 recombinante 
se puede purificar aprovechando su capacidad autoagre- 

35 gante para formar capsidas vacias. Para ello bien se 
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purifican por precipitaci6n con sulfato am6nico al 20% 
o bien se centrifugan las capsidas vacias sobre 
gradientes de CsCl a 45000 rpra durante 14h. Las 
capsidas presentan una densidad de flotaci6n (p) de 
5 1.30 g/cm 3 cuando se bandean en gradientes de CsCl. La 
pureza de la preparaci6n se detennin6 por electrofo- 
resis en geles de SDS-poliacrilamida segun la tecnica 
descrita anteriormente y result6 tener una pureza en 
proteina VP2 superior al 99%. 

10 

4. ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE 

La funcionalidad de la proteina recombinante fue 
analizada por un ensayo de hemaglutinaci6n (HA) . Esta 

15 actividad viene asociada exclusivamente al car&cter 
particulado del producto, que lo diferencia claramente 
de otros anteriores. Para ello se mezclan 50 JjLL de una 
soluci6n conteniendo diversas diluciones de factor dos 
de un preparado viral con 50^Ll de una soluci6n 

20 conteniendo eritrocitos de cerdo al 1% en tamp6n 
fosfato pH 6.5 y se deja a 4°C durante al menos, 4 h en 
placas de fondo redondo. 

Los resultados indican que la preparacifin de capsidas 
25 de VP2 posee un titulo de HA de 10 5 unidades/ml. 

5. CONFIRMATION DE LA PRESENCIA DE CAPSIDAS POR MICROS - 
COPIA ELECTRONICA 

30 Una preparaci6n de VP2 purificada fue tenida por 
contraste negativo con acetato de uranilo al 2% y 
observada al micros copio electrc-nico a una 
magnificacidn de 40000 x 2.5 aumentos, observandose la 
presencia de un gran numero de particulas quimericas 

35 pseudo-virales , de estructura regular y uniforme y con 
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un tamafio aproximado de 22 nm. (Figura 3) 
6. INMUNIZACION DE ANEMALES 

Dos conejos, raza neozelandesa , de 2 Kg de peso, fueron 
iranunizados intramuscularmente tres veces (dias 0, 15 
y 30) con lOO^jtg de una preparaci6n de VP2 purificada. 
La la vez en adyuvante completo de Freund, la 2s y 3a 
con adyuvante incomplete Una semana despues de la 
ultima inmunizaci6n se sangrd el conejo y se valor6 el 
suero obtenido por un ensayo ELISA, por otro de 
inhibici6n de la hemaglutinaci6n (IHA) y por otro de 
neutralizacion de CPV in vitro, tal como se describen 
a continuaci6n. 



Por otro lado 22 perros Beagle, de 45 dias de edad, 
agrupados en 4 lotes se inmunizaron 6ubcutaneamente con 
dos dosis de preparaciones de capsidas de VP2 
semipurificadas (con p -galactosidasa ) . La 
20 concentraci6n de proteina se calcul6 por el ensayo 
Bradford. La dosis de recuerdo se di6 28 dias despues 
de la 12 inmunizacibn. El antigeno se adyuvant6 con 
Alhydrogel ( Super fos. Denmark), Quil A (Superfos) (50 
^tg/perro) o una combinaci6n de ambos. Los perros se 
25 sangraron dos veces a la semana hasta dos meses despues 
de la ultima inyecci6n. Dos perros se inmunizaron eon 
una vacuna comercial inactivada. Como control negativo 
se us6 un perro centinela para chequear cualguier 
expos ici6n accidental a CPV. 



35 



Los resultados se recogen en la tabla I. Los perros en 
el grupo I recibieron 100 jxq de capsidas de VP2 por 
inoculaci6n. Los grupos II, III y IV recibieron 50,25 
y lO^ttg, respectivamente, por inmunizacifin. 
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La presencia de anticuerpos en los sueros de los perros 
se determin6 por un ensayo de ELISA y por su capacidad 
para inhibir la HA viral , segun un procedimiento que se 
describe posteriormente . Todos los perros inmunizados 
5 con nuestro antigeno exhibieron anticuerpos anti-CPV a 
varios niveles con las diferentes coinbinaciones de 
adyuvantes estudiadas (Tabla I) . Sin embargo, los 
titulos mas altos de anticuerpos se obtuvieron cuando 
se us6 QuilA, solo o en combinaci6n con Alhydrogel. 
10 Esta combinacifin fue mas efectiva con dosis bajas (10 
jtg) de capsidas VP2. 

Se usaron ensayos de IHA y de neutralizaci6n para 
evaluar la capacidad de estas preparaciones para 

15 inducir proteccifin en perros contra el CPV. Pollock y 
Carmichael (Cornell Vet 72: 16-35, 1982) mostraron previamente que 
hay una buena correlaci6n entre titulo de IHA. y 
proteccifin; perros que muestren titulos de IHA>80 se 
consideran refractarios a la infecci6n por CPV. Todos 

20 los perros vacunados con nuestra preparaci6n mostraron 
altos titulos de IHA, entre 150 y 5.120 (Tabla I). 
Titulos de IHA suficientes persistieron durante mis de 
2 meses. Se encontr6 una buena correlaci6n entre 
titulos de IHA y neutralizacidn por protecci6n de 

25 monocapa. En ambos casos, los titulos obtenidos son 
muy superiores, incluso a bajas dosis (lO^ig/perro) , a 
aquillos necesarios para obtener una respuesta 
protectiva en perros. Los titulos fueron similares a 
aqu^llos obtenidos con sueros de perros recuperados de 

30 una infecci6n de parvovirosis y mucho mas altos que 
aqu^llos obtenidos con el control vacunado. No se 
detectaron anticuerpos anti-CPV en el suero de los 
perros no inoculados. 



35 
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A) ELISA 

La presencia de anticuerpos especlf icos para CPV en 
el suero de los animales inmunizados fue 
determinada mediante un ensayo de ELISA indirecto. 
Como antigeno se utiliz6 tanto virus purificado, 
como proteina VP2 purificada. Brevemente, placas de 
poliestireno se recubrieron con 0.5 jxg de virus o 
0.25 ^g/pocillo de VP2 en 100 jil de buffer 
carbonato (0.05 M, pH 9.6) a 4°C durante la noche. 
Las placas se lavaron con PBS (NaCl 0.15 K en 
fosfato sodico 0.1 M pH 7.4) conteniendo 0.05% 
Tween-20 y se incubaron con el antisuero durante 
2h a 37 °C, se lavaron de nuevo y se incubaron bien 
15 con I 9G de cabra anti-cone jo marcado con biotina, 

en el caso de los sueros de cone jo, bien con 
proteina A marcada con peroxidasa en el caso de los 
sueros de perro durante 1 h a temperatura ambiente. 
En el caso del anticuerpo marcado con biotina se 
incubo posteriormente con estreptavidina marcada 
con peroxidasa durante 30 min a temperatura 
ambiente. Las placas se lavaron de nuevo y la 
reacci6n se revel6 con o-fenilendiamina como 
sustrato para la peroxidasa, durante 10 min en 
25 oscuridad y se leyfi a 450 nm en un espectrofot6me- 

tro multicanal. Los resultados obtenidos fueron los 
siguientes: 



20 



30 



En el caso de los sueros procedentes de cone jos , el 
tltulo obtenido por ELISA fue de 76400 frente al 
virus complete 



En el caso de los sueros procedentes de perros, los 
antisueros reconocian perfectamente el antigeno 
35 viral en un ensayo de ELISA con titulos frente al 
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virus completo de hasta V5120 para la dosis de 
B) INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION ( IHA) 

5 

Se inactivan los sueros a 56s C durante 30 minutos 
y se absorben con Kaolin 0.25% durante lh, a 
teraperatura ambiente y se efectuan diluciones 
(factor dos) de los sueros procedentes de los 

10 perros inmunizados , en tampdn fosfato pH 6.5, 

empezando por la diluci6n 1:20. Se mezclan 25 jxA. de 
cada una de las diluciones anteriores con 25 jiL de 
una diluci6n de virus conteniendo 4 unidades de HA. 
Se incuba durante 2 h a 37 °C. A continuaci6n se 

15 anaden 50 jlL de eritrocitos de cerdo al 1% en 

tamp6n fosfato pH 6.5 y se deja a 4°C durante al 
menos, 4 h en placas de fondo redondo. 



20 



C) NEUTRALI ZACION DE CPV "in vitro" 



La neutralizaci6n se determino* mediante un 
experimento de protecci6n de monocapa. Brevemente, 
una cantidad conocida de CPV (100 unidades de HA) 
se incub6 con antisuero de conejo a diferentes 

25 diluciones durante 2 horas a 37 °C. A continuacifin, 

las muestras se inocularon sobre monocapas de 
c61ulas susceptibles CRFK durante 90 min a 37 °C. 
Las monocapas se cubrieron con 1 ml de agarosa al 
1% en medio fresco. A los 5 dias post infeccidn se 

30 fijaron las c^lulas con formaldehido al 10% en PBS 

durante .20 minutos, se retir6 la agarosa y las 
celulas remanentes se tineron con cristal violeta 
al 1% en etanol al 50% durante 20 minutos. El nivel 
de protecci6n se evalufi por "screening" visual de 

35 las monocapas inf ectadas . 
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El antisuero de conejo inducido por la protelna 
procedente del plasmido pCPVExl7 es capaz de 
proteger la monocapa celular de la infecci6n hasta 
una dilucidn 1:2000, eguivalente a sueros 
procedentes de animales hiperinmunizados o 
recuperados de infecciones naturales. 



WO 92/17205 



PCT/ES9 2/00031 



24 



CD 



K) 



O 

o 



04 



Da 

Q 

w 

3 

o 

M 

i 

2 

o 

CJ 

w 



D 

u 
o 
z 

H 

CO 

o 



n 
u 

Q 



63 
Q 



< 

S + 3 



a 
or 



c 
o 
o 



o 
-o 
* 

N 



o 

h 
b 
« 

a 



s + 



3 

or 



a 
ai 

2 



o 

•o 

o 
1-1 

3 



"J 1 + § 



3 



ooooooooo 

NNNNOininNN 



OOlOOOOOOlO 
NNNNOOOOS 
vf £ u o o at n 



000000000 

NNMMOOOOIO 

1 >» Vryr eo w <a h M 



oqooooomi/i 

NNNNNOONN 

N> V/ * ^ *"* M ■"* 



oooinooomm 

NMWMOOONN 
U VI 0 N "> H H 



ooomoooon 

NNMNOOOinN 
V# » N U1 N H 



oonooomino 

NNNNOONNN 

^ >* y <•> «> \» 



000000000 

NNWlMOOOOO 
^ <4 . V( N * «o in N 



000000000 

CMNNNOOOOO 



« 

e 
o 

a 
« 
u 

« 
u 

u 
o 

5 



•v 
« 

o 



o 



c 

« 

e 

3 



a 



■ 2 

S-S 

* "9 

(M g 



O 
O 



O000OO"°0Q 
NNN^OOgSS 
M *> O * 



3 • 



o 



a 

a 



000000000 

CMNintOOOOOO 
U|« <-l O O lO .J- <■ 



ooooooooo 

St Y, \j) "l»N 



ooooooooo 

NNNNNNNNol 
V| VJ V Vf V/ * y 



H H (1 -J [/J 



« "J 

(8 — « 

*S 

«a 

>-« o 

8.5 
§« 

o * 

■ D 

a o a 
5 -o > 

2 -H 

o u a 

o. a eo 

a. 01 

m a 
o o 

■-4 »H 

o 
u 



u 
u 
m 

I 

o 

« 

■0 

> 



o 
m 
> 



a a 

o 6 

•o o 

o u 

n a. 



c 
o 
u 



c 
o 

o 

o 



01 



o 
o 

2 



WO 92/17205 



PCT/ES92/00031 



25 



15 



20 



25 



30 



7. PROTECTION DE PERROS INUONIZADOS CON CAPSIDAS DE VP2 DE 
LA INFECCION POR VIRDS CPV VTRDLENTO 

Para determinar la capacidad de las particulas 
5 recombinantes de VP2 para inducir protecci6n en perros, 
sexs perros fueron infectados 6 semanas despues de la 
inyecci6n de recuerdo con 1 ml de heces de perro 
mfectadas con CPV virulento, diluidas dos veces en 
tam P 6n PBS por inoculaci6n oronasal. L as 
10 manifestaciones clinicas de la enfennedad se 
monitorizaron durante 17 dias post-in£ecci6n. Desde el 
d£a 3 post-infecci6n, se reglstraron diariamente las 
temperaturas rectales. Las nmestras de sangre se 
recogieron a intervalos y se cheguearon para la 
presencia de anticuerpos contra el virus y para viremia 
por HA e infecci6n de cultivos celulares susceptibles 
(Tabla II). E1 virus recuperado de las heces de 

perros fue identificado como CPV por hemaglutinaci6n . 
Todos los perros inmunizados con el antigeno viral 
fueron inmunes a la infecci6n viral. Ninguno de ellos 
desarroll6 ningun slntoma clinico de enfermedad o 
vxremxa demostrable . Sin embargo el perro centinela y 
el vacunado mostraron una gran respuesta humaral 
indicative de replicacicn viral. 

Dada la significativa relaci6n genetica e inmunol6gica 
entre CPV, el virus de la panleucopenia felina (gatos) 
y el virus de la enteritis de los visones (visones) , es 
razonable pensar que las mismas particulas VP2 seran 
utilities para inmunizar gatos y visones contra 
parvovirus, como ocurre en el case de las vacunas 
convencionales . 
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TABLA II 

TITULO DE I HA DE PERROS ESTIMULADOS CON CPV VIRULENTO 

5 



Dias post-challencre 





PERROS 


0 


7 


10 


17 


10 


1 




400 


3200 


1600 




2 




1600 


3200 


1600 




3 


400 


400 


400 


400 




4 


400 


400 


400 


400 




5 


400 


200 


200 


200 


15 


6 


400 


200 


200 


200 



Los perros utilizados en el experimento de challengue se 
20 inmunizaron como sigue: 1. Perro centinela. 2. Perro 
vacunado con una vacuna comercial inactivada. 3. Perro 
vacuado con 50 jig de VP 2 adyuvantada con QuilA. 4. Perro 
vacunado con 50^u,g de VP2 adyuvantada con alumina mas 
QuilA. 5. Perro vacunado con 25yuug de VP2 adyuvantada 
25 con alumina mas QuilA. 6. Perro vacunado con 10 jug de 
VP2 adyuvantado con alumina mas QuilA. 
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8 . FORMDLACION DE LA VACUNA 
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Se puede obtener una vacuna pasiva inmunizando animales 
con las capsidas de VP2 recombinants purificada como se 
describe en la presente invenci6n. Anticuerpos 
policlonales dirigidos contra esta VP2, pueden aislarse 
de suero, leche u otros fluidos corporales del animal. 
Estos anticuerpos pueden ser posteriormente purificados 
y usados para aplicaciones terapeuticas o prof ilacticas . 



Una vacuna activa puede ser preparada resuspendiendo 
las capsidas de VP2 recombinante descrita en la presente 
invenci6n en un diluyente inmunol6gicamente aceptable 
tal como PBS, mas un adyuvante tal como Alhydrogel o 
15 QuilA. Inyecciones iniciales y de recuerdo o 
administraci6n oral de la solucion vacunal pueden ser 
utilizadas para conferir inmunidad. 



Una vacuna activa puede ser tambien preparada 
resuspendiendo las capsidas vacias en un diluyente 
inmunol6gicamente aceptable con o sin adyuvante. Resulta 
evidente para cualquier persona experta en el arte que 
estas capsidas quimericas formadas exclusivamente por 
VP2 pueden ser manipuladas quimica o geneticamente para 
25 introducir epitopos correspondientes a otras proteinas 
virales y actuar por tanto como vacuna polivalente. 

9 . CONCLUSIONES 

30 El baculovirus AcMNPV.pCPVExl7 es capaz de producir una 
VP2 recombinante completamente identica a la proteina 
VP2 viral como se ha demostrado por secuencia del DNA, 
estimaci6n de su peso molecular y caracterizaci6n 
antigenica . La VP 2 obtenida en esta invenci6n de acuerdo 

35 a nuestro procedimiento , posee asimismo la 
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extraordinaria capacidad de formar capsidas vacias, lo 
que le confiere una actividad hemaglutinante e 
inmunogenica claramente superior a la de otras protelnas 
recombinantes previamente descritas, como se ha 
5 demostrado en los experimentos de inmunizacidn de 
animales agul descrltos . 



Esta alta capacidad inmunogenica puede ser utilizada por 
personas expertas en el arte para presentar epitopos 
10 correspondientes a otras proteinas virales, que se 
pueden introducir en ellas bien por manipulaci6n guimica 
o bien por manipulacidn genStica de los baculovirus 
recombinantes . 



15 Traducci6n de las levendas de las fiouras. 
Figura 2 

(a) Aislar fragmentos en gel de agarosa. 

(b) Ligar. 

(c) Fosfatasa. 



Descrito el objeto de la presente invencion se declara que 
lo que constituye la esencialidad de la misma es lo que se 
menciona en las siguientes. 
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REIVINDICACIONES 
Vacuna sub-unidad recombinante para proteger perros, 
gatos y visones contra la infeccion causada por CPV, 
FPLV y MEV que comprende: 

a) una cantidad inmunizante de capsidas quimericas 
vacias fonnadas por autoensamblaje de protelnas 
VP2 recombinantes de CPV; y 

b) un diluyente , y, opcionalmente , un adyuvante, 
inmunologicamente aceptables . 

Vacuna segun la reivindicaci6n 1, caracterizada 
porque dichas capsidas quimericas vacias han sido 
obtenidas por autoensamblaje de las protelnas VP2 
recombinantes de CPV producidas durante la 
replicaci6n, en celulas de insecto permisivas, de un 
baculovirus recombinante que tiene integrado en su 
genoma el gen que codifica para la protelna VP2 
recombinante de CPV. 

Vacuna segun la reivindicacidn 2, caracterizada 
porque dicho baculovirus recombinante ha sido 
denominado AcMNPV.pCPVExl7 y ha sido depositado en la 
ECACC con el n« de accesi6n V91030212. 

Vacuna polivalente para proteger animales de la 
infecci6n causada por CPV, FPLV, MEV y otros virus, 
que comprende: 

a) una cantidad inmunizante de capsidas quimericas 
vacias formadas por autoensamblaje de proteinas 
VP 2 recombinantes de CPV manipuladas quimicamente 
para introducir en ellas epitopos 
correspondientes a p#ptidos o proteinas de virus 
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de cuya infecci6n se desea proteger; y 

b) un diluyente , y, opcionalmente, un adyuvante, 
inmunoldgicamente aceptables . 

5 

5. Vacuna segtin la reivindicacifin 4, caracterizada 
porque dichas capsidas quimericas vaclas han sido 
obtenidas por autoensamblaje de las proteinas VP2 
recombinantes de CPV producidas durante la 
10 replicacidn, en c^lulas de insecto permisivas, de un 

baculovirus recombinante que tiene integrado en su 
genoma el gen que codifica para la protelna VP2 
recombinante de CPV. 

15 6. Vacuna segtin la reivindicacidn 5, caracterizada 
porque dicho baculovirus recombinante ha sido 
denominado AcMNPV.pCPVExl7 y ha sido depositado en la 
ECACC con el ns de accesi6n V91030212. 

20 7. Vacuna polivalente para proteger animales de la 
inf ecci6n causada por CPV, FPLV, MEV y otros virus 
que comprende: 

a) una cantidad inmunizante de capsidas quim§ricas 
25 vacias formadas por autoensamblaje de proteinas 

VP2 recombinantes de CPV que contienen ademas los 
epitopos correspondientes a peptidos o proteinas 
de virus de cuya infeccidn se desea proteger; y 

30 b) un diluyente , y, opcionalmente, un adyuvante, 

inmunol6gicamente aceptables. 



8. 

35 



Vacuna segtin la reivindicaci6n 1, caracterizada 
porque dichas capsidas quimericas vacias conteniendo 
epitopos de proteinas o peptidos virales han sido 
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obtenidas port 

a) manipulacion gen6tica de un baculovirus 
recombinante que tiene integrado en su genoma el 

5 gen que codifica para la VP2 de CPV al que se le 

han introducido dichos epltopos; 

b) infecci6n de celulas de insecto permisivas con 
dicho baculovirus recombinante geneticamente 

!0 manipulado; y 

c) cultivo de las celulas infectadas bajo 
condiciones que perraiten la producci6n de las 
capsidas quimericas de VP2 geneticamente 

15 manipuladas que incorporan los epltopos virales 

correspondientes . 

9. vacuna segtin la reivindicaci6n 9, caracterizada 
porque dicho baculovirus recombinante susceptible de 
20 ser manipulado geneticamente para introducir epitopos 

virales ha sido denominado AcMNPV.pCPVExl7 y ha sido 
depositado en la ECACC con el n s de accesi6n 
V91030212. 



25 10. Capsidas quimericas vacias de CPV caracterizadas 
porque han sido obtenidas por autoensambla je de 
protelnas VP2 recombinantes de CPV expresadas en 
celulas permisivas de insecto infectadas con un 
baculovirus recombinante que tiene el gen que 

30 codifica para la proteina VP2 de CPV. 

11. Capsidas segun la reivindicaci6n 10 caracterizadas 
porque tienen alta capacidad hemaglutinante y un alto 
poder inmunogenico por lo que son adecuadas para su 
35 empleo en la formulacidn de vacunas sub-unidad y 
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polivalentes . 

Capsidas segun la reivindicaci6n 10, caracterizadas 
porgue dicho baculovirus recombinante capaz de 
expresar las protelnas VP2 recombinantes de CPV ha 
sido denominado AcMNPV.pCPVExl? y ha sido depositado 
en la ECACC con el ns de accesidn V91030212. 

Baculovirus recombinante capaz de expresar protelnas 
VP2 recombinantes de CPV en cSlulas permisivas, que 
son capaces de autoensamblarse para formar capsidas 
guini6ricas vacias. 

Secuencia de ADN recombinante que codifica para la 
proteina VP 2 recombinante de CPV que tiene una 
secuencia de nucle6tidos sustancialmente identica a 
la mostrada en la figura 1. 
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FIGDRA 1 
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FIGDRA 1 (cont- ) 
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